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論文の内容の要旨
　FGF（Fibrob1astGrowthFactor／繊維芽細胞増殖因子）は，当初，繊維芽細胞に対する増殖因子として精製され
た。しかし，その名前が示す作用だけでなく，広く細胞の増殖・分化を制御する活性を持ち，個体の様々な発生
過程においても重要な生理活性を持つ分子であることが現在では分かっている。FGF蛋白質は，細胞表面に存在
する受容体及びヘパラン硫酸プロテオグリカンに結合し，細胞内にシグナルを伝達することによって多くの作用
を発揮する。現在4種類の遺伝子が見つかっている受容体と，22種類のファミリー遺伝子が存在するリガンドFGF
蛋白質とは，それぞれ特異的な結合選択性を持つ。さらに受容体ごとに異なったシグナルを伝達することも知ら
れている。FGFの中には細胞外からの作用だけではなく，その分子自体が細胞内において重要な作用を発揮する
ものが存在していることも，FGFのメンバー特異的な生物作用を生み出す要因になっていると言える。もちろん，
これらのFGF蛋白質が細胞内で安定に発現することが，細胞内や細胞外において作用を発揮する上で最も重要だ
ということはいうまでもない。
（1）FGH蛋自質の細胞内安定性におけるC末端領域の重要性
　本研究では，まず始めにプロトタイプであるFGF－1蛋白質の構造と機能に着目して解析を行った。FGF－1蛋白質
は細胞内に多く発現が認められ，そのN末端に存在する核移行シグナルが細胞内で作用を発揮するために重要で
あることが知られている。それに対し，FGHのC末端の機能は不明であったため，段階的欠損変異体を構築しC
末端領域の解析を行った。大腸菌で発現させたC末端変異体FGH蛋白質は細胞表面に存在する受容体との親和
性を失っていた。さらに構造的基盤を必要とするヘパリンに対する親和性も段階的欠損に応じて低下していたこ
とが明らかになった。これらのC末端変異体は培養細胞の系で発現させたとき，完全長のFGFに比べて顕著に蛋
白質レベルが低下していた。しかし，完全長FGF－1と段階的C末端変異体のmRNAは同レベルで発現しており，in
vitro蛋白質発現系で完全長FGHとC末端変異体は蛋白質が同レベルで発現が認められた。このC末端欠損変異
体蛋白質を発現させた培養細胞を蛋白質分解阻害剤で処理したところ未処理のものに比べてその蛋白質発現量の
上昇が認められた。これらの結果から，真核細胞に発現させたFGF－1C末端欠損変異体は正常な3次元構造を形成
できなくなり，速やかに蛋白質分解経路に移行することが示唆された。すなわち，FGH蛋白質のC末端領域は高
次構造を保つ上で重要であると考えられた。
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（2）FGF－9蛋自質の分泌機構の解析
　およそ全ての既知の分泌蛋白質は，その分泌の際にN末端の切断を伴う。しかしFGF－9蛋白質は明らかに切断
されずに細胞から分泌され，細胞外からの生理作用発揮が重要であると考えられる。そこで本研究では，さまざ
まなFGF－9蛋白質の欠損変異体及び点変異体を構築し，分泌に用いられる構造を明らかにすることを目的として，
invi杜o小胞体膜透過系と培養細胞系を用いて解析を行った。FGF－9蛋白質は，小胞体膜透過の際に関与している
SRP（Signa1RecognitionPeれic1e）によって蛋自質伸長阻害を受けた。さらに，分泌FGK9蛋白質はN型糖鎖によ
り修飾されていることが明らかになった。FGF－9のN末端33アミノ酸を除いた欠損変異体は分泌が認められなかっ
たが，この領域に存在する疎水性アミノ酸をAsn残基に置換したのみの場合は小胞体膜透過及び分泌が観察され
た。FGF－9の申央部分に存在する高い疎水性領域の疎水性アミノ酸をAsn残基に置換した変異蛋白質はいずれも
小胞体膜透過も分泌も認められなかった。さらに申央部分の疎水性領域よりもN末端側全ての配列を除いた欠損
変異体は，その疎水性領域が切断を伴う分泌シグナルとして働くことを示唆する結果を得た。これらの結果を統
合すると，小胞体膜透過及び分泌にはN末端と中央に存在する疎水性領域はどちらも重要であるが，中央部分の
疎水性アミノ酸が中心的役割を担っていることが明らかになった。さらに，完全長FGF－9蛋白質は分子内に存在
し切断されない構造を持つ分泌シグナルの働きによって，CO－tranS1ati㎝a1に小胞体膜を透過し，ゴルジ体を経て分
泌されることが示唆された。
審査の結果の要旨
　本研究は，蛋白質性の増殖因子である繊維芽細胞増殖因子（fibrob1ast駆owthfactor／FGF）ファミリーに属する
蛋自質群のうち，特徴的な2種の蛋白質について，構造と活性の関連から理解することを目的として行われた。
　第一の研究対象として，FGF蛋自質のプロトタイプであり，細胞内でも活性分子として働く特徴が示されてい
るFGH蛋白質を選び，そのC末端領域の重要性の解析を試みている。段階的欠失変異体を構築し，細胞生物学
的解析を行った結果として，FGF－1蛋白質翻訳後の動物細胞内における安定性，及び増殖因子としての活性を保つ
上で，C末端が必須であるという新たな発見を行った。このC末端はN末端側のべ一タシートと空問的にアンチ
パラレルな対を成していると考えられ，そのような対が構造安定性を高めるという一般的知見とも符合した。
　第二の研究対象として，切断型分泌シグナルが無いにも関わらず通常の経路で分泌されると考えられるFGF－9蛋
白質を選び，その分泌の基盤となる配列を解明する目的で，様々な欠損変異体及び点変異体を構築し，inV1廿O小
胞体膜透過系と培養細胞系を用いて解析を行っている。その結果，FGF－9の申央部分に存在する疎水性領域が，分
泌経路への導入に中心的役割を担っているが切断されないこと，分泌経路自体は，通常の分泌蛋白質と同様であ
る事を明らかにした。その領域の配列は条件によって切断型分泌シグナルに変化しうることを見い出した。非切
断型分泌シグナルの存在が明確に示されたのは，FGF－9が全蛋白質申で第3列目であり，シグナルが分子中央に存
在するのはFGF－9が初めてである。今後他の蛋白質でも類似例が発見される可能性がある。
　著者の採った研究手法は，分子細胞生物学的手法を中心としたものであり，課題への取り組みは，段階的に戦
略を組み立てて細部まで丁寧に検討しており，高く評価できる。本研究により得られた成果は，多様な活性を持
つFGF蛋白質についての理解に貢献するだけでなく，より広域の課題である，蛋白質の構造安定性や細胞内トラ
フィッキングの理解についても新しい知見を得ている。
　よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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